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I. INTRODUCCION

El dolor constituye una modalidad sensorial cuyo rol fundamental es alertar al
individuo respecto a un dafio tisular real o potencial. En su condicion aguda el dolor es
fisiologico y beneficioso para las diversas especies animales, pero en su condicion
cronica el dolor es siempre patologico y debiera ser evitado mediante los procedimientos
terapéuticos que se dispongan.

Al producirse un dafio del tejido, de origen térmico, mecanico o quimico, se
activan los receptores del dolor o nociceptores, células con un umbral de activacion
elevado en respuesta selectiva a estimulos directa o potenciaimente Iesivos
(nociceptivos). Los nociceptores son neuronas primarias con terminaciones periféricas
en los territorios cutaneos y viscerales (1). Se han identificado dos tipos de nociceptores:
(1) los A9, fibras mielinicas de pequefio diametro que son activadas por temperaturas
extremas (menores de 5° C o mayores de 45° C) o por estimulos mecanicos como
presion intensa al tejido; y (ii) los C, fibras amielinicas que son activadas por estimulos
polimodales de alta intensidad, mecanicos, térmicos y quimicos. Estas aferencias
sinaptan en la médula espinal con ias neuronas de segundo orden, las que llevaran las
sefiales nociceptivas hasta los centros superiores (tdlamo y area somestésica de la
corteza cerebral). Es en el tdlamo donde se produce la integracion de la informacion

nociceptiva, la que es posteriormente conducida por neuronas de tercer orden a la
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corteza cerebral donde se localiza, cuantifica y se evalia la calidad del dafio
producido (2).

También a nivel espinal, se producen sinapsis de las aferencias primarias o
nociceptores con las motoneuronas responsables de la actividad refleja segmentaria
espinal (reflejo flexor o de retirada), los que pueden ser evocados por estimulacion
dolorosa de la piel o tejido subcutaneo y musculo, asi como por estimulacion eléctrica
supramaxima de los territorios cutaneos. Esta actividad motora, consiste en un reflejo
polisinaptico tipico generado por la actividad de las fibras C aferentes, las que emiten
colaterales ascendentes y descendentes que abarcan varios segmentos medulares
superiores € inferiores (hasta 6) y que contactan a miiltiples cadenas de interneuronas,
las cuales transmitiran finalmente el impulso al drgano efector (musculo) via neuronas
eferentes motoras (2).

La transmision sinaptica excitatoria entre los nociceptores y las neuronas de
segundo orden del asta dorsal de la médula espinal estd mediada por diversos
aminoacidos y neuropéptidos, siendo los de mayor relevancia el glutamato y la
sustancia P, respectivamente. Glutamato activa los receptores de tipo AMPA
(acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico), que revisten un importante
significado en dolor agudo o episddico. En procesos de dolor crénico, adquiere una

mayor relevancia el receptor glutamatérgico NMDA (N-metil-D-aspartato) para (3),



y el receptor NK-1 (neurokinina-1) para sustancia P, péptido que se co-libera con
glutamato e induce potenciales post-sinapticos lentos (2).

Los principales mecanismos endogenos antinociceptivos se relacionan con la
actividad de interneuronas del asta dorsal de la médula espinal que liberan péptidos
opioides, que inhiben la transmision sinaptica entre las aferencias nociceptivas primarias
y las neuronas secundarias. Intimamente relacionadas con estas neuronas opioides y
jugando también un importante rol modulatorio inhibitorio de las aferencias, se
encuentran las fibras descendentes que liberan monoaminas, principalmente
noradrenalina y serotonina, y que nacen de nucleos del tronco cerebral (2).

Los reflejos segmentarios espinaies mencionados anteriormente que permiten al
individuo adoptar conductas de proteccion respecto a los estimulos nociceptivos que los
generan, se utilizan frecuentemente en investigacion experimental como indicadores
cuantitativos de la nocicepcion espinal. Del mismo modo y considerando la incesante
busqueda de nuevos farmacos con propiedades antinociceptivas, se utiliza
frecuentemente este reflejo como parametro experimental para conocer las posibles
modificaciones que induce la administracion intratecal de farmacos (espacio
subaracnoideo, entre L5 y L6), sobre la nocicepcion espinal. Ademas, es importante
mencionar los cambios adaptativos que se generan en la conducciéon y/o modulaciéon de

la informacion dolorosa durante eventos de dolor persistente, 1o que hace aun mas dificil



la busqueda de farmacos destinados a modificar la informacion nociceptiva y su

utilizacion clinica permanente como fairmacos efectivos.



I. ASPECTOS TEORICOS

1. Definiciones

- DOLOR:

La International Association for the Study of Pain (IASP) ha definido el dolor
como: “Una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a un dafio
tisular existente o potencial, o descrita en términos de ese daiio (1).

Por su parte, la American Veterinary Medicine Association en el Colloquium on
Recognition and Alleviation of Animal Pain and Distress, concluy6 que: “Z/ dolor en
animales es una experiencia sensorial y emocional aversiva, que

evoca acciones motoras protectoras, que resultan en evitacion aprendida y que
pueden modificar rasgos de conducta especie-especificos, incluyendo el comportamiento
social”.

S1 bien se trata de definiciones que buscan explicar desde distintos puntos de
vista la percepcion humana y animal de esta modalidad sensoriai, ambas muestran
elementos comunes. En efecto, estas definiciones son concordantes en mostrar al dolor
como un fenémeno subjetivo e individual, de caracter eminentemente clinico y que no
sOlo posee un componente sensitivo desagradable, sino que también muestra un

componente emocional negativo (distrés).



- NOCICEPCION:

Es la respuesta neural que aparece tras la injuria tisular. Implica la transmision y
procesamiento de la informacion sensorial relacionada a la injuria y sus respuestas
reflejas medibles. Este término se utiliza preferentemente para referirse a situaciones
experimentales, donde el estudio de conductas estereotipadas o de respuestas reflejas
sOlo permite estimar la magnitud del componente senso-discriminativo del dolor, pero

no del componente afectivo-emotivo presente en el dolor verdadero (4).

- ANALGESIA:

Es la ausencia o bien la reduccion del dolor percibido (5).

- ANTINOCICEPCION:

Es la abolicion de las respuestas reflejas y conductuales evocadas por la
aplicacion de estimulos nocivos. Puede entenderse entonces que analgesia y
antinocicepcion son fenomenos distintos, originados a partir de una interferencia sobre
el procesamiento de la informacion nociceptiva, pero que no necesariamente operan de

la misma manera sobre la percepcion afectiva y sensitiva final del estimulo nocivo.



- TIPOS DE DOLOR
La clasificacion de los tipos de dolor y sindromes dolorosos es materia de debate
entre cientificos y clinicos, sin embargo hay concordancia en que los tipos de dolor
pueden ser clasificados de acuerdo a una nomenciatura basada en:
1. Su origen anatémico
a) DOLOR NOCICEPTIVO SOMATICO: aparece luego de la estimulacion nociva
de la piel (dolor superficial); o de tejido conectivo, musculo, huesos y membranas
sinoviales (dolor profundo) (1,3). Este tipo de dolor es percibido como una sensacion
desagradable, intensa y bien localizada.
b) DOLOR NOCICEPTIVO VISCERAL: se origina por una estimuiacion nociva de
visceras contenidas en las cavidades craneana, toracica, abdominal y pélvica, siendo
usualmente poco localizado y acompafiado de reflejos autonomos y somaticos (1).
¢) DOLOR NEUROGENICO: nace en el sistema nervioso periférico por injuria o
irritacion de una rama nerviosa o aquel que deriva de dafio o enfermedad en el SNC.
2. Sus caracteristicas clinicas
a) DOLOR AGUDO o FISIOLOGICO: es un fenémeno de caracter transitorio,
generalmente inferior a tres meses, que esta asociado con dafio tisular real o potencial
y que es util para el resguardo de la integridad del organismo (1,2,3). En el dolor
agudo o fisiolégico se distinguen dos modalidades de percepcion: la primera o dolor

fasico, tiene una duracién de segundos y aparece inmediatamente luego de la



aplicacion del estimulo nocivo. Sus caracteristicas cualitativas dependen del tipo de
estimulo, siendo ademas de una magnitud que guarda relacion con el dafio que lo
origina (3). A esta respuesta se le considera de un alto valor adaptativo ya que es
capaz de prevenir un dafio, toda vez que evoca respuestas de evitacion y escape. El
contacto de la piel con una superficie caliente y las respuestas que este acto evoca,
son un ejemplo de este tipo de dolor. La segunda modalidad de dolor agudo
fisiologico, o dolor tomico o persistente, aparece en un periodo mas posterior a la
aplicacion del estimulo nocivo y es de caracter prolongado: normalmente tiene una
duracion de horas a dias y su percepcion se termina al mismo tiempo que se resuelve
la causa que lo motiva.

b) DOLOR CRONICO o PATOLOGICO: es aquel de duracion prolongada,
generalmente mayor a tres meses, no necesariamente esta asociado con dafio tisular y
se considera que es una forma de activacion patologica del sistema nociceptivo y que

puede presentar variaciones de intensidad incluso durante un mismo dia.

3. Su Intensidad

La intensidad del dolor es la dimension mas sobresaiiente de €l y por ser tan
subjetiva se han desarrollado innumerables procedimientos para medirlo. Los
instrumentos mas frecuentemente utilizados son las escalas de intensidad de dolor que
miden unicamente el aspecto de intensidad de la experiencia dolorosa. Entre ellas

tenemos la Escala de categoria verbal (ECV), Escala de categoria numérica (ECN),



Escala andloga visual (VAS del término en inglés Visual Analog Scale) que es una de
las mas utilizadas, Escala de categoria grafica (ECG), Cuestionario del dolor de
McGill, entre otras (1). En general, todas ellas son simples, faciles de usar y
comprender, de bajo costo, y califican el dolor en:

a) Leve

b) Moderado

c) Intenso

d) Insoportable

2. Vias del dolor

El término dolor es utilizado para designar experiencias muy variadas, que
abarcan desde aquellas obtenidas en condiciones experimentales en individuos sanos,
hasta las observadas en condiciones patologicas tanto agudas como crénicas. Es por lo
tanto necesario detenerse a describir algunos aspectos de la fisiopatologia del dolor, es
decir, como se genera, cOmo se conduce, donde se percibe, asi como las sustancias que
se encuentran involucradas en su generacion y conduccion.

El procesamiento de la informacion nociceptiva permite la percepcion del doior y
la activacion de numerosas respuestas, lo que incluye emociones, reflejos somaticos y
autonomos, respuestas endocrinas, aprendizaje y memoria. Para llevar a cabo estas

funciones, el sistema nociceptivo emplea circuitos neuronales que operan como arcos
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reflejos en los que pueden distinguirse receptores, vias aferentes, centros elaboradores de
la informacion y vias eferentes asociadas a efectores (Fig. 1).

El dolor se inicia en territorios periféricos, por estimulacion de terminaciones
nerviosas libres. Las terminaciones encapsuladas, como las de tacto y temperatura, sélo
pueden producirlo en condiciones patoldgicas, por ejemplo en neuropatias periféricas. El
estimulo, que puede ser fisico, quimico, bacteriano o traumatico, desencadena la
liberacion de mediadores quimicos que van a producir la despolarizacion de la
terminacion libre, sefial que se propagara a través del axon o fibra de la primera neurona
de la via del dolor. Entre los mediadores que se liberan estan las aminas bidgenas como
la histamina, polipéptidos como la bradicinina y lipidos como las prostagiandinas, mas
una serie de otros mediadores.

La primera neurona de la via aferente del dolor es una neurona en T que tiene su
soma en el ganglio espinal. Estas neuronas reciben la informacion nociceptiva mediante
dos tipos de fibras periféricas: las fibras A8, que poseen una delgada vaina de mielina, y
una velocidad de conduccion de 4 a 30 m/seg. y las fibras C, que son amielinicas y
ademas conducen a una velocidad mucho menor que oscila entre los 0,4 a 2 m/seg. Esto
se traduce en que frente a una misma injuria, el dolor sera conducido simultaineamente
mediante fibras rapidas A3 y fibras lentas C, lo que implica que Ia percepcion superior

se realizara en duplicado, en dos momentos diferentes; esto es lo que relatan los



y ‘.
- ‘? e
s \ *\n
/ /
/ Ll /
: /
A\ \/
/ O\ !/g
T.{ni | T. inespecifico { T. especifico
K/ R ¥ J
.\\ S

h. de Lissauer

Figura 1
Esquema de las vias del dolor. Haces ascendentes e ingreso de las fibras Aa, 3, Ay C
al asta posterior. Sinapsis del haz espinoreticulotalamico con la reticular (Ret). Nucleos
talamicos inespécificos (T.n.i.). Nucleos talamicos especificos (T.e.). Nucleos gracilis
(sensibilidad epicritica extremidad inferior) y cuneatus (sensibilidad epicritica miembro

superior). SI-SII areas somestésicas o parietales ascendentes (2). (Adaptado del libro El

Dolor; C. Paeile y N. Bilbeny, 2005).
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pacientes al describir en primera instancia un dolor agudo y breve, y luego la aparicion
de uno sordo y prolongado.

La prolongacion central de la neurona en T entra al asta posterior de la médula, a
la sustancia gris, donde va a hacer sinapsis con las neuronas de segundo orden de la via
del dolor. Los cuerpos de las neuronas de segundo orden se encuentran en el asta
posterior, principalmente en las laminas I y V de Rexed, mientras que las sinapsis tienen
lugar en las dendritas de estas neuronas, en la sustancia gelatinosa de Rolando, 1o que
corresponde a las laminas II y III de Rexed. La sustancia gelatinosa de Rolando se
encuentra constituida por un gran numero de pequefias interneuronas, que modulan la
actividad en estas sinapsis, y que son el fundamento de la Teoria de la Compuerta
(o Gate Control) propuesta por Melzak y Wall.

Los neurotransmisores y neuromoduladores involucrados en las sinapsis que
forman las neuronas en T con las de segundo orden en el asta dorsal son multiples, entre
ellos la sustancia P y el acido glutamico. Asimismo, también son multiples los
mediadores liberados por las interneuronas que modulan la actividad a nivel de las
neuronas espinales de segundo orden, tales como GABA y péptidos opioides, generando
un verdadero filtro del estimulo doloroso que es puesto en marcha por la activacion de
los receptores respectivos (gabaérgicos, opiopeptidérgicos), conocido como control
segmentario del dolor. Debemos mencionar que las fibras sensoriales no nociceptivas

AP (tactiles, propioceptivas, etc.) que entran al asta posterior, a la sustancia blanca y
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siguen por ella para ir a formar los cordones posteriores o fasciculos gracilis y cuneatus,
en su recorrido emiten colaterales que sinaptan con ias neuronas de la sustancia
gelatinosa, contribuyendo asi al control segmentario del dolor.

Los axones de la segunda neurona del dolor dan origen al sistema anterolateral,
que lleva la informacion dolorosa al cerebro a través de dos haces:
- Haz neoespinotalamico, que asciende a los nucleos especificos del tdlamo: nucleo
ventroposterolateral (sensibilidad corporal) y nucleo ventroposteromedial (sensibilidad
de la cara); desde ahi las fibras ascienden a la corteza, a un area precisa involucrada en la
localizacion del dolor, esto es la zona donde se esta produciendo la injuria.
- Haz paleoespinotalamico, que a diferencia del anterior se proyecta primeramente a la
formacion reticular, y desde alli a micleos talamicos inespecificos, 10 que genera una
proyeccion difusa hacia la corteza, especiaimente la corteza frontal, involucrada en ia
ponderacion cuantitativa del dolor, vale decir, cuanto nos duele. Durante su paso por la
formacion reticular, la informacion dolorosa activa neuronas de los nucleos del Rafe que
contribuyen al control suprasegmentario del dolor, con neuronas hipotalamicas
involucradas en la respuesta visceral al dolor, asi como con neuronas que proyectan al
sistema limbico, lo cual otorga el componente emotivo del dolor; lo que explicaria el
por qué dolores de intensidad semejante puedan ser ponderados o codificados en forma
muy diferente de un individuo a otro, € inciuso en el mismo sujeto de un momento a

otro.
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Ademas de las via ascendentes del dolor existe un sistema de control descendente
que es gatillado desde la corteza a la formacion reticular, sustancia gris periacueductal y
nucleos del Rafe. Las vias de control descendente son principaimente noradrenérgicas y
serotoninérgicas, y se conocen como control suprasegmentario del dolor (corresponde
a la analgesia que puede lograrse por ejercicios fisicos, por ejemplo respiratorios o

psiquicos, asi como por estrés) (2).

3. Farmacos utilizados en el presente estudio
a) CAPSAICINA

Es el constituyente activo de una gran variedad de ajies (Capsicum sp.), y
corresponde 2 una familia de irritantes naturales, los vaniloides, los que después de
producir una sensacion inicial de quemadura, en general tienen propiedades analgésicas
y antiinflamatorias (6). En el hombre, la administracion intradérmica de capsaicina
provoca ademas de la sensacion de quemadura, una hiperalgesia térmica y mecanica.

La accion sensibilizadora de la capsaicina es mantenida por modificaciones de la
excitabilidad de las fibras aferentes primarias, las cuales disminuyen su umbral de
excitabilidad ante estimulos térmicos, mecanicos o nociceptivos. Se produce aumento de
la amplitud y duracion de la respuesta ante estos estimulos, sensibilizacion de neuronas
nociceptivas centrales, y sensibilizacion de los “nociceptores silentes™ que son aquellas
neuronas que no responden al estado normal y que se solo se activan en dolores muy

Intensos y/o cronicos.
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En los tejidos periféricos la capsaicina provoca, por accion antidromica, la
liberacion de mediadores inflamatorios en regiones adyacentes, y es por lo tanto capaz
de producir inflamacion neurogénica. Trabajos experimentales sobre este tipo de
inflamacion frecuentemente emplean capsaicina, ya que este agente al unirse
periféricamente a receptores vaniloides (VR1) induce la liberacion antidromica de
sustancia P, asi como del péptido relacionado con el gen de la calcitonina, de glutamato
y probablemente de otros mediadores desde las terminaciones libres, emulando este tipo
de inflamacion (3). La sustancia P es capaz de inducir vasodilatacion y extravasacion de
plasma, como también el péptido relacionado con el gen de la calcitonina es un potente
vasodilatador. Una contribucion aparte para la extravasacion de plasma la producen los
mastocitos a través de la liberacion de histamina y serotonina. Por otra parte, las
neuronas simpaticas postganglionares aportan prostaglandinas, neuropéptido Y, purinas
y noradrenalina (7,8).

La capsaicina tiene una accion dual. Por una parte, posee la accion
pronociceptiva sensibilizadora anteriormente descrita, y por otra parte una accion
desensibilizadora, ya que la aplicacion de dosis débiles repetidas de capsaicina o la
administracion de una dosis alta de esta substancia provoca una desaparicion de las
sensaciones iniciales de quemadura y un aumento significativo del umbral de deteccion
de las sensaciones dolorosas desencadenadas por irritantes quimicos y térmicos. La

capsaicina tiene por lo tanto una accion analgésica tardia donde la duracion y ia potencia
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dependen de la dosis, lo que ha sido utilizado en clinica en diferentes dolores
neuropaticos, especialmente en neuralgia post herpética, con resultados
contradictorios (6).

b) ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR NMDA: Ketamina y () CPP (Acido 3-(2-
carboxipiperazin-4)propil 1-fosfonico)

El receptor NMDA (Fig. 2) estd formado por 4 subunidades diferentes. El
receptor NMDA, como un conjunto, puede ser funcionalmente modulado por ligandos
que actian en diversos sitios del receptor (9,10): (i) Sitio extracelular de reconocimiento
del neurotransmisor (glutamato), el cual puede ser bloqueado por antagonistas
competitivos tales como CPP, dando como resultado un bloqueo de la corriente de calcio
y por lo tanto del proceso de transduccion intracelular. (ii) Sitio para fenciclidina (PCP)
situado dentro del canal del receptor, el cual une ligandos tales como ketamina, lo que
resulta en antagonismo no-competitivo de la funcionalidad del receptor NMDA. (iii)
Sitio extracelular para glicina (ligando que se une a un sitio de glicina insensible a
estricnina y que es esencial para la funcionalidad del receptor), el cual puede ser
antagonizado por acido quinurénico. (iv) Sitio extracelular para poliaminas (las que
también modulan la funcionalidad del receptor), el cual puede ser antagonizado por
ifenprodilo, bloqueando no competitivamente la funcionalidad del receptor al

interactuar con la subunidad NR2B, una de las 4 subunidades que componen el receptor.
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Representacion esquematica del receptor NMDA
Es un receptor ionotropico para glutamato cuyo nombre proviene de su agonista,

el NMDA (N-metil-d-aspartato) (11).
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Estudios clinicos muestran que muchos antagonistas no competitivos y
competitivos del receptor NMDA, ya ensayados clinicamente o en desarrollo, pueden
tener utilidad frente a diversos cuadros de dolor crénico (12,13). Sin embargo, la
mayoria de estos estudios indican que tales tratamientos no estan exentos de reacciones
adversas psicodislépticas, muchas veces de gran severidad, lo que impide su
administracion continuada en cuadros de dolor cronico, reservandose su uso clinico
como co-analgésicos de los opioides, donde Ilas dosis administradas son
significativamente menores (14).

El hecho que el receptor NMDA por una parte cumple un rol primordial en la
sensibilizacion central subyacente a los procesos de dolor cronico, y por otra parte presenta
a lo menos cuatro sitios de modulacion utiles para el bloqueo de su funcionalidad, lo
convierte en un blanco preferencial para ensayar la estrategia de combinaciones de
farmacos que actian en sitios diferentes del receptor. En esta estrategia se potencia el
efecto deseado, y por otra parte se minimiza los efectos colaterales, mediante la utilizacion
de dosis pequefias para cada uno de los farmacos empleados. Uno de los farmacos mas
utilizados para el bloqueo del receptor NMDA es ketamina, antagonista no competitivo del
sitio para fenciclidina situado dentro del canal del receptor. Menos estudiados han sido los
antagonistas competitivos del receptor NMDA, como (+) CPP, bloqueador del sitio
extracelular de reconocimiento del neurotransmisor, por lo que parece razonable utilizar

esta combinacion en modelos de dolor persistente o cronico.
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- KETAMINA: Es un derivado del psicomimético fenciclidina, que se comporta como
anestésico general de accion corta. La accion anestésica de la ketamina se caracteriza por
un estado similar al cataléptico, con pérdida de conciencia, inmovilidad, amnesia y
analgesia, que se ha denominado anestesia disociativa. A pesar que se conoce hace ya
varios afos que la ketamina es antagonista del receptor NMDA (15,16), el rol de este
receptor en la nocicepcion es un descubrimiento mas reciente (17,18). Debido a esto
altimo, no fue sino hasta hace poco tiempo que ios efectos antinociceptivos de este farmaco
fueron explotados usando ketamina en dosis subanestésicas, especialmente para el manejo
de ciertos tipos de dolor. Existen evidencias que en el dolor cronico la ketamina, por
cualquier via de administracion, presenta significativos efectos sinérgicos con opioides,
anestésicos locales, y una variedad de otros farmacos (17,19,20). La ketamina se administra
por via endovenosa o intramuscular. Por su elevada liposolubilidad pasa con rapidez a los
organos mas irmigados, incluido el cerebro, donde alcanza elevadas concentraciones en los
primeros minutos post inyeccion. Se metaboliza en el higado, eliminandose por la orina en
forma inalterada s6lo en un 4%.

- () CPP: es uno de los mas potentes inhibidores competitivos del receptor y posee
enantiomeros D y L, (21). Frente a la estimulacion repetida de fibras de pequefio calibre
en la médula espinal se produce un aumento progresivo en la descarga del potencial de
accion; el () CPP no modifica ia linea base pero reduce la facilitacion del reflejo flexor

producido por una estimulacion eléctrica repetitiva o por la aplicacion de aceite de
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mostaza que es un irritante quimico. Esto indica nuevamente su efecto antagonista del
receptor NMDA, ya que es este receptor el que esta involucrado en la induccion y
mantencion de la sensibilizacion central. La sensibilizacion centrai, como ya se ha dicho,
participa en la hipersensibilizacion de los estados de dolor crénico o persistente, por lo
tanto, el (+) CPP al ser un antagonista NMDA, se podria potencialmente usar en

analgesia (22).
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IIL. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

J‘ 1. Hipbtesis:

La administracion de farmacos antagonistas de distintos sitios de modulacion del
receptor NMDA produce efectos antinociceptivos sinérgicos en ratas con dolor cronico

monoartritico en el test de la capsaicina.

2. Objetivos Generales

Estudiar la accién antinociceptiva de antagonistas competitivos y no competitivos
del receptor NMDA vy la posible interaccion entre ellos, en ratas normales y con dolor
crénico monoartritico, mediante el test de administracion de capsaicina en la extremidad

inferior.
3. Objetivos Especificos
3.1. Evaluar en ratas normales y monoartriticas el efecto antinociceptivo de diferentes

dosis intratecales de ketamina, antagonista no competitivo del receptor NMDA,

utilizando el test de Ia capsaicina en la extremidad inferior de la rata.
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3.2. Evaluar en ratas normales y monoartriticas el efecto antinociceptivo de diferentes
dosis intratecales de (+) CPP, antagonista competitivo del receptor NMDA, utilizando el

test de la capsaicina en la extremidad inferior de la rata.

3.3. Obtener la dosis efectiva 50 (DEs) de cada farmaco a partir de la respectiva curva

de relacion dosis-efecto.

3.4. Evaluar en ratas normales y monoartriticas el efecto antinociceptivo de diferentes
dosis intratecales de la asociacion ketamina/(+) CPP, utilizando el test de la capsaicina

en la extremidad inferior de la rata, y determinar la DEs5 de la asociacion.

3.5. Comparar entre si los efectos antinociceptivos de ketamina, () CPP, vy de la
asociacion ketamina/(+) CPP, mediante un analisis isobolografico, en ratas normales y

monoartriticas.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Los experimentos se realizaron en ratas machos adultas de la cepa Sprague-
Dawley, normales y monoartriticas, de 250 a 350 gramos (criadas con un régimen de luz
de 12 hrs por dia y alimentadas a base de alimento comercial para ratas (Champion®) y
agua ad-libitum. En resguardo del bienestar de los animales usados en este trabajo se
aplicaron rigurosamente las normas éticas de experimentacion animal estipuladas por la
International Association for the Study of Pain. Esto especialmente en lo que se refiere a
utilizar un nimere minimo de animales, emplear cada animal en un solo experimento, no
prolongar excesivamente el ensayo algesimétrico y sacrificar los animales de forma
humanitaria inmediatamente después del ensayo, para lo que se administré un anestésico

general en sobredosis (10 g/kg de uretano i.v.).

2. Preparacion del Adyuvante de Freund (utilizado en la induccion del cuadro
monoartritico)

Se mezclan 6 mi de aceite mineral, 4 mi de cloruro de sodio 0.9% y 1 ml Tween
80; se agitan por 5 min. y luego se afiaden 60 mg de restos liofilizados de
Mycobacterium butiricum sin dejar de agitar, de acuerdo al protocolo descrito por Butler

et al. (23). Posteriormente esta mezcla se autoclava a 120° C por 20 min. y se guarda a
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temperatura ambiente hasta su uso. Previamente a la inyeccion se debe homogeneizar la

solucion, manteniendo una agitacion continua.

3. Induccion del Cuadro Monoartritico

En la mitad de los grupos experimentales se utilizaron ratas con una artritis
inducida segun la técnica indicada por Butler ez al. (23). Esta técnica emplea ratas que
han alcanzando dos meses de edad o 150 g de peso, siendo en este momento inoculadas
en su articulacion tibiotarsiana derecha con un volumen de 50 ul adyuvante completo de
Freund, el cual contiene 300 pg de Mycobacterium butiricum. Tal procedimiento
produce un cuadro artritico localizado que se torna estable entre las 2 y 6 semanas post-
inoculacion. En este trabajo se utilizaron las ratas con artritis inducida una vez que

completaron 4 semanas luego de la administracion del adyuvante.

4. Test Algesimétrico

Los experimentos se realizaron en una pieza tranquila, sin ruido ambiente, con
luz de mediana intensidad, entre las 10:00 y las 16:00 horas, a una temperatura
ambiente de 20 - 24 ° C en una caja de plexiglass. Las dimensiones de la caja de
plexiglass en las que se mantuvo cada rata fue de 30 x 30 x 30 cm. con espejo por cuatro
lados (paredes y piso) para poder observar la conducta del animal. Cada animal fue

puesto en la caja por 10 minutos antes de comenzar el experimento con el fin de
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minimizar el estrés. Las ratas no tuvieron acceso ni a alimento ni agua durante el
experimento. Luego fueron inyectadas en forma intratecal, entre las vértebras lumbares
5y 6 (L5 y L6), con el farmaco en estudio y reintroducidas en la caja de plexiglass. 5
minutos después las ratas recibieron 1.5 pug de capsaicina por via intraplantar en un
volumen de 25 ul en la extremidad inferior derecha. La capsaicina fue disuelta en
Endolipide®, un compuesto para alimentacion parenteral que permite su disolucion y que
permanezca por un tiempo prolongado en el sitio de inyeccion. Se us6 una jeringa
Hamiiton con una aguja de masoterapia de 4 x 4 mm para la inyeccioén de la capsaicina.
Luego de la inyeccion de capsaicina se inicia el periodo de observacion. El
comportamiento del animal fue filmado mediante una camara de video durante 45
minutos v luego se analizo e! video donde se contaron los segundos en que el animal
mostraba una conducta nociceptiva. Esta conducta consistia en la mantencion en alto de
la pata inyectada, y/o lamido de la extremidad y/o grataje (rascado) con dicha pata. El
tiempo total de estas conductas, expresado en segundos, permitid construir curvas con

los resultados y compararlos entre si.

S. Protocolo:
A fin de estandarizar la experimentacion, se siguié dia a dia un riguroso
protocolo de accion, con el objetivo de minimizar los errores en relacion al operador: a)

Preparar las soluciones en estudio o retirar las soluciones ya preparadas desde el
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refrigerador a fin de que se encuentren a T° ambiente, y poner la capsaicina sobre el
vortex para homogeneizarla. b) Llenar las jeringas con la cantidad correcta de farmaco a
utilizar. ¢) Acondicionar la sala de experimentacion a una T° de entre 20 y 24° C
sostenida durante el tiempo que dure la experimentacion. d) Limpiar los espejos de las
cajas de plexiglass entre experimentos, poner el reloj en posicion, chequear Ila
visibilidad, anotar el titulo del experimento (farmaco, concentracion y n° de rata) en un
lugar visible de cada caja. €) Encender los equipos de grabacion y chequear su correcto
funcionamiento. f) Al finalizar dejar todo como al inicio del experimento.

Luego se analizan los videos y se anotan los resultados correspondientes.

6. Administracion de farmacos
Los farmacos utilizados fueron:
- Capsaicina, Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.
- Endolipide®, Laboratorio B. Braun, Francia.
- Ketamina: /malgene 1000°®, Laboratorio Rodia Merieux de Chile.

- () CPP, Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.

Los farmacos se administraron diluidos en cloruro de sodio al 0,9%. La
administracion intratecal se realizé directamente, mediante una inyeccion transcutanea

en el espacio intervertebral entre la quinta y sexta vértebras lumbares, segun la t€écnica
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descrita por Mestre et al. (24) (Fig. 3)

Proceso

Meédula
espinal

Cola de
caballo

Figura 3

Técnica de administracion intratecal de farmacos entre las vértebras lumbares 5 y 6

(L5 y L6) (24).

7. Grupos Experimentales

Los grupos experimentales, normales y monoartriticos, estuvieron constituidos a

lo menos por 4 animales para cada dosis de farmaco estudiada.

Las dosis de ketamina y (+) CPP empleadas fueron escogidas considerando los
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efectos obtenidos en trabajos similares, buscando magnitudes de efecto antinociceptivo
que permitieran realizar una curva de relacion dosis-efecto. En cada caso, se calculd la
dosis que produjo el 50% del efecto antinociceptivo maximo, dosis efectiva 50 (DEs), la
que fue calculada desde un grafico que representa el efecto obtenido versus el logaritmo
de la dosis, usando un analisis estandar de regresion lineal.

Para evaluar la posible interaccion entre ketamina y (+) CPP, se realizé un
analisis isobolografico para las diferentes combinaciones tal como lo describio Tallarida
et al (25). Para tal efecto se utilizaron proporciones fijas de ketamina-(+) CPP. El
1sobolograma fue construido conectando ia DEs, de ketamina en la abscisa con ia DEsg
de () CPP en la ordenada para obtener la linea de aditividad.

Para cada combinacion de farmacos, la DEsq y su intervalo de confianza asociado
fue determinado mediante un analisis de regresion lineal de la curva dosis-respuesta
(para 4 dosis) y comparados mediante un t-test a una DEs de adicion tedrica obtenida
a través del calculo: DEsy add = DEsp farmaco A ( P1 + R* P2 ), donde R es ia relacion
de potencia del farmaco A (s6lo ketamina) al farmaco B (sélo () CPP), Pl es ia
proporcion de farmaco A, y P2 es la proporcion del farmaco B en la mezcla total. En el
presente estudio, las proporciones en relacion fija fueron seleccionadas mediante una
primera combinacion de dosis con la DEsp de A y B y luego 1/2, 1/8 o 1/32 de la DEs,
obtenida en las ratas monoartriticas, con lo cual se construy6 la curva dosis-respuesta de

la asociacion.
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Los resultados se expresaron en porcentaje del efecto antinociceptivo + el error
estandar de la media (SEM). El porcentaje de antinocicepcion se calculd basandose en la
siguiente formula:

Resultado experimental

% efecto antinociceptivo = 100 - x 100

Resultado control

Grupos de Ratas:

- Control: Cloruro de Sodio al 0.9%
- Ketamina: 0.1, 0.3, 1.0, 5.0, 10.0, 15.0 y 30.0 pg/rata
-(£)CPP: 0.125,2.5,7.5,12.5 y 25.0 ug/rata

- Ketamina/(+) CPP: 0.029/0.023, 0.116/0.091, 0.463/0.366 y 0.926/0.731 pg/rata

8. Expresion de Resultados

Los resultados se expresaron como la media + SEM, para grupos de animales con
un n entre 4 y 8 cada uno. Los datos fueron analizados utilizando analisis de varianza
(ANOVA) de una via seguido del test de Tukey-Kramer para comparaciones multiples
entre grupos. Para todos los resultados el nivel de significancia se establecié en
p < 0.05 y se grafico de la siguiente forma: p < 0.05 =%, p <001 =** y

p<0.001=**%
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VL RESULTADOS

1. Efecto de la administraci_c’m de cloruro de sodio intratecal

En la rata normal, la administracion intratecal de cloruro de sodio al 0.9%,
5 minutos antes de la inyeccion de capsaicina (1.5 upg), dio lugar a una respuesta
nociceptiva de 1479 + 76 seg. (n =6), lo que representa un porcentaje de disminucion
de 0.28 + 5.16 % en relacion a capsaicina sin farmacos, la que no fue estadisticamente
significativa (Fig. 4A y 5A). Esta misma administracion de cloruro de sodio al 0.9%, en
la rata monoatritica, produjo una respuesta nociceptiva de 1713 + 105 seg. (n =6), lo
que representa un porcentaje de disminucion no significativo de 4.58 = 5.86 % en

relacion a capsaicina sin farmacos (Fig. 4B y 5B).

2. Efecto antinociceptivo de ketamina intratecal

En la rata normal, la administracion intratecal de ketamina 5 minutos antes de ia
inyeccion de capsaicina (1.5 pg) produjo una disminucion dosis-dependiente de la
respuesta nociceptiva. La disminucion de la amplitud de esta respuesta con Ia
dosis de 0.3 pg/rata fue de 13.11 £ 1.10 % (n = 6), la que no fue significativamente
diferente al control con suero. La dosis de 1.0 pg/rata disminuyé la respuesta en
32.25 £ 3.57 % (n = 6) (p < 0.01) significativamente diferente a la administracion de

suero en las mismas condiciones. Las dosis de 5.0, 10.0, 15.0 y 30.0 pg/rata produjeron
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una disminucion de 53.98 + 5.23 % (n = 6) (p < 0.001), 50.26 *= 10.59 % (n = 6)
(p<0.001),56.16 £ 5.17 % (n=4)(p <0.001),y 90.01 £2.97 % (n=6) (p <0.001)
respectivamente, disminuciones que fueron significativas respecto al control. (Fig. 4A y
5A). Se calcul6 la dosis efectiva 50 (DEs), la que fue de 4.374 pg/rata con un intervalo
de confianza al 95% entre 2.9381 y 6.5102 (Fig. 6A).

En la rata monoatritica, la administracion intratecal de ketamina en las mismas
condiciones produjo una disminucion dosis-dependiente de la respuesta nociceptiva. La
disminucion de la amplitud de esta respuesta con la dosis de 0.1 pg/rata fue de 23.22 +
6.53 % (n = 4), la que no fue significativamente diferente al control con suero. La dosis
de 1.0 ug/rata disminuy6 la respuesta en 4820 £ 1037 % (n = 4) (p < 0.01),
significativamente diferente al de la administracion de suero en las mismas condiciones.
Las dosis de 10.0 y 30.0 pg/rata produjeron una disminucion de 85.38 £+ 4.48 % (n=4)
(p<0.001)y 88.51 £ 2.83 % (n=4) (p < 0.001) respectivamente, disminuciones que
fueron significativas respecto al control (Fig. 4B y 5B). Se calculd la DEs, la que fue de

0.926 pg/rata con un intervalo de confianza al 95% entre 0.5180 y 1.6549 (Fig. 6B).

3. Efecto antinociceptivo de (+) CPP
En la rata normal, la administracion intratecal de (+) CPP 5 minutos antes de la
capsaicina (1.5 upg) produjo una disminucién dosis-dependiente de la respuesta

nociceptiva. La dosis de 2.5 pg/rata de (£) CPP produjo una disminucién deefecto de
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14.84 +7.03 % (n = 6) que no fue significativamente diferente del control. La dosis de
7.5 ug/rata produjo una disminucion de efecto de 45.08 £ 1031 % (n=6) (p<0.01)1la
que si fue estadisticamente diferente al suero. Las dosis superiores de 12.5 y 25.0 pg/rata
también produjeron una disminucion de la actividad nociceptiva con significancia
estadistica respecto a NaCl, disminuyendo la respuesta en 50.13 £ 3.06 % (n = 6)
(p <0.001) y 85.56 £ 7.85 % (n = 6) (p < 0.001) respectivamente (Fig. 7A y 8A). Se
calculé la DEsg la que fue de 11.051 ug/rata, con un intervalos de confianza al 95% entre
4.0549 y 30.1172 (Fig. 9A).

En la rata monoartritica, la administracion intratecal de () CPP produjo una
disminucion dosis-dependiente de la respuesta nociceptiva. La dosis de 0.125 pg/rata de
(+) CPP produjo una disminucion de efecto de 26.41 + 7.32 % (n = 4) que no fue
significativamente diferente del control. La dosis de 2.5 pg/rata produjo una disminucion
de efecto de 63.35 £ 3.94 % (n = 4) (p < 0.001) la que si fue estadisticamente diferente
al suero. Las dosis superiores de 7.5, 12.5 y 25.0 pg/rata también produjeron una
disminucion de la actividad nociceptiva con significancia estadistica respecto a NaCl,
disminuyendo la respuesta en 80.28 + 6.38 % (n =4) (p < 0.001), 96.46 + 1.72 % (n =
5)(p<0.001)y 96.08 + 2.14 % (n = 6) (p < 0.001) respectivamente (Fig. 7B y 8B). Se
calculé la DEs la que fue de 0.731 pg/rata, con un intervalo de confianza al 95% de

0.4993 y 1.0706 (Fig. 9B).
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4. Efecto antinociceptivo de Ia asociacion ketamina/(+) CPP

En la rata normal, la administracion intratecal de ia combinacion
ketamina/(+) CPP 5 minutos antes de la capsaicina (1.5 ug) produjo una disminucion
dosis-dependiente de la respuesta nociceptiva. Las dosis de 0.029/0.023, 0.116/0.091,
0.463/0.366 v 0.926/0.731 ng/rata de ketamina/(+) CPP produjeron una disminucion de
efecto de 49.82 + 5.15 % (n=4) (p < 0.001), 72.95 £ 1525 % (n = 4) (p < 0.001),
87.92+6.59 % (n=6) (p<0.001)y 89.64 £ 3.79 % (n = 6) (p < 0.01) respectivamente
(Fig. 10A y 11A). Se calcul6 la DEs la que fue de 0.040 pg/rata de ketamina/(+) CPP,
con un intervalo de confianza al 95% de 0.0146 y 0.1093 (Fig. 12A).

En la rata monoatritica, la administracion intratecal de la combinacion ketamina
y (£) CPP produjo también una disminucion dosis-dependiente de la respuesta
nociceptiva con las mismas dosis empleadas en las ratas normales. Estos resultados
fueron 61.19 £ 8.65 % (n = 8) (p < 0.001), 70.85 £ 5.81 % (n = 6) (p < 0.001), 75.87
792 % (n = 7) (p < 0.001) y 87.65 £ 6.31 % (n = 6) (p < 0.001) respectivamente
(Fig. 10B y 11B). Se calculé la DEsq la que fue de 0.011 pg/rata de ketamina/(+) CPP,

con un intervalo de confianza al 95% de 0.002 y 0.061 (Fig. 12B).
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5. Analisis isobolografico de la asociacién ketamina/(+) CPP.
La dosis efectiva 50 (DEsy) de la combinacion ketamina/(+) CPP tanto en las

ratas normales como en las monoartriticas produjo un efecto supra aditivo (Fig. 13A y

13B).
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Figura 4
Curso temporal del efecto antinociceptivo de la administracion intratecal de ketamina
sobre la respuesta nociceptiva inducida por la inyeccion de capsaicina en la extremidad
inferior en ratas normales (A) y monoartriticas (B) comparado a ia administracion de

NaCl al 0.9%. Los valores estan expresados como el promedio + SEM.
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Figura §
Area bajo la curva del efecto antinociceptivo de ketamina administrado en forma
intratecal, sobre la respuesta inducida por la inyeccién de capsaicina en la extremidad
inferior en ratas normales (A) y monoartriticas (B) comparado a la administracion de
NaCl al 0.9%. Las diferencias significativas entre las diferentes dosis de ketamina y el

control estan indicadas por asteriscos de acuerdo a la expresion de resultados.
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Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de ketamina administrado en forma

intratecal, en ratas normales (A) y monoartriticas (B) expresado en logaritmo de ia

dosis. Se indica la DEs, de ketamina intratecal.
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Figura 7
Curso temporal del efecto antinociceptivo de la administracion intratecal de (+) CPP
sobre la respuesta nociceptiva inducida por la inyeccion de capsaicina en la extremidad
inferior en ratas normales (A) y monoartriticas (B) comparado a la administracion de

NaCl al 0.9%. Los valores estan expresados como el promedio + SEM.
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Figura 8
Area bajo la curva del efecto antinociceptivo de (+) CPP administrado en forma
intratecal, sobre la respuesta inducida por la inyeccion de capsaicina en la extremidad
inferior en ratas normales (A) y monoartriticas (B) comparado a la administracion de
NaCl al 0.9%. Las diferencias significativas entre las diferentes dosis de (+) CPP vy el

control estan indicas por asteriscos de acuerdo a la expresion de resultados.
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Figura 9
Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de (+) CPP administrado en forma
intratecal, en ratas normales (A) y monoartriticas (B) expresado en logaritmo de la

dosis. Se indica la DEsyde () CPP intratecal.
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Curso temporal del efecto antinociceptivo de la administracion intratecal de
ketamina/(+) CPP sobre la respuesta nociceptiva inducida por la inyeccion de capsaicina
en la extremidad inferior en ratas normales (A) y monoartriticas (B) comparado a la
administracion de NaCl al 0.9%. Los valores estan expresados como el promedio +
SEM.
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Figura 11
Area bajo la curva del efecto antinociceptivo de ketamina/(+) CPP administrado en
forma intratecal, sobre la respuesta inducida por la inyeccion de capsaicina en la
extremidad inferior en ratas normales (A) y monoartriticas (B) comparado a la
administracion de NaCl al 0.9%. Las diferencias significativas entre las diferentes dosis
de ketamina/(+) CPP y el controi estan indicas por asteriscos de acuerdo a la expresion

de resultados.
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Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de ketamina/(+) CPP administrado en

forma intratecal, en ratas normales (A) y monoartriticas (B) expresado en logaritmo de

la dosis. Se indica la DEs de ketamina/(£) CPP intratecal.
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Figura 13

Isobolograma para la co-administracion de ketamina y (+) CPP. El cuadrado cerrado
corresponde al punto experimental con el limite de confianza del 95% y el cuadrado
abierto corresponde al calculo tedrico del punto aditivo. Los limites de confianza para
ambos puntos estan graficados en los cuadrados correspondientes. El asterisco (*)

representa una interaccion supraaditiva con un P < (.03 entre los puntos.
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VI. DISCUSION

La administracion subcutanea de 1.5 ug de capsaicina en la pata de la rata indujo
una conducta nociceptiva reproducible, consistente en una reaccion de levantamiento de
la extremidad inyectada, lamido de esta extremidad y grataje con ella sobre el cuerpo de
la rata, que se mantuvo por alrededor de 45 minutos, observandose un efecto maximo
entre los 3 v 30 minutos. Estos resultados son consistentes con los de una publicacion
reciente, donde se describe el curso temporal del efecto nociceptivo de la inyeccion
subcutanea de capsaicina en la region orofacial de la rata (26). Estudios realizados en
voluntarios sanos han demostrado que la administracion de capsaicina en el humano
induce un intenso dolor (descrito como “quemante”), lo que confirma que la
administracion de esta sustancia produce dolor (27,28).

Aunque la mayor parte de estos efectos se asume que son consecuencia directa de
la activacion de los receptores vaniloides VR1 presentes en las terminaciones nerviosas
libres que reciben los estimulos dolorosos, parte de ellos pueden ser también producto de
la estimulacion de las terminaciones libres por sustancias algégenas liberadas localmente
en el tejido subcutaneo por la capsaicina. En efecto, es posible que la administracion
subcutanea de capsaicina produzca liberacion local de mediadores de la inflamacion,

tales como sustancia P, acido glutamico, histamina, etc., sustancias con reconocido
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poder algégeno vy que pueden ademas contribuir a la generacion de la hiperaigesia e
hiperemia que acompaifian al dolor inducido por la capsaicina (29,30).

En el test de capsaicina, la DEs; de ketamina cuando se administré por via
intratecal fue de 4.374 ug en la rata normal y de 0.926 pg en la rata monoartritica,
valores que son muy inferiores al requerido para inhibir en 50% el reflejo de la cola en
ratas normales (DEs; > 30 pg) (31), lo que probablemente se debe a la diferente potencia
que presenta este farmaco en dolor tonico y en dolor fasico. Respecto a ketamina, su
accion analgésica principal esta ligada a un bloqueo no competitivo del receptor NMDA,
que como se sabe es el responsable de la mantencién de la descarga neuronal a nivel
espinal frente a un estimulo doloroso repetitivo, fenomeno denominado “wind up” (32).
Esto apunta a un buen efecto analgésico de los blogueadores no competitivos del
receptor NMDA en el test de la capsaicina intraplantar.

Por su parte, la DEs para () CPP intratecal fue de 11.051 ug en la rata normal y

de 0.731 pg en la rata monoartritica,, valores que son superiores a las dosis intratecales
utilizadas para obtener antinocicepcion en el test de formalina en la rata normal (0.1 y
0.3 pg/rata), otro test de dolor tonico (33). (£) CPP, como se sabe, ejerce su accion
principal a través de un efecto competitivo con glutamato en el sitio de reconocimiento
del neurotransmisor en el receptor NMDA (21). Estudios previos realizados en ratén
han mostrado efectos inconsistentes de (+) CPP en dolor inducido por capsaicina, ya

que en uno de estos estudios (34) no se encontrd accion antinociceptiva después de la
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administracion intratecal de 2 - 5 ug de () CPP, mientras que en otro estudio (35) se
logré demostrar una accion antinociceptiva de () CPP i.t., con una DE5¢ de 0.3 pug en
esta especie animal. Los presentes resultados muestran que () CPP produce un efecto
dosis-dependiente consistente y del mismo orden de magnitud que ketamina.

Estudios previos han sefialado que la ketamina inyectada por via subcutanea
produce un efecto antinociceptivo dosis-dependiente en las ratas sometidas al test de la
capsaicina intraplantar (36), resultados que complementan los obtenidos en el presente
estudio. La DEs, de ketamina subcutanea, interesantemente, fue sélo de 0.213 mg/kg en
el test de la capsaicina intraplantar a diferencia del obtenido en la capsaicina orofacial
que fue de 3.21 mg/kg, diferencia que podria representar una mayor proporcion de fibras
nociceptivas C en la inervacion de la extremidad posterior comparada a la region
orofacial. Esta baja dosis de ketamina necesaria para reducir en un 50% el efecto
pronociceptivo de capsaicina en la extremidad inferior también contrasta con el menor
efecto antinociceptivo de este farmaco en tests de dolor fasico, como el reflejo de la cola
en la rata, donde es necesario dosis mayores de 10 mg para lograr alrededor de un 50%
de analgesia (14). La mayor potencia analgésica de ketamina en el test de la capsaicina
(dolor tonico) que en el test del reflejo de la cola (dolor fasico), estd probablemente
relacionada con la capacidad de este farmaco para inhibir la persistencia del dolor, a

través del bloqueo del receptor NMDA, caracteristica esencial del dolor tonico.
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Es interesante sefialar que tanto ketamina como () CPP, administrados por via
intratecal, fueron significativamente mas efectivos en los animales monoatriticos que en
los normales. Estos resultados son concordantes con la nocién que el receptor NMDA
juega un rol relevante en dolor cronico pero no en dolor agudo. En efecto, en dolor
agudo breve se activan principal mente los receptores AMPA, que son insensibles a
estos bloqueadores. En dolor persistente se activan los receptores NMDA, razon por la
cual estos farmacos serian utiles para el tratamiento de cuadros dolorosos de tipo
cronico. Esta explicacion es apoyada por resultados recientes que sefialan que estos
mismos farmacos ejercen un pobre efecto antinociceptivo en el test de presion de la pata
en ratas, un test de dolor fasico donde el estimulo doloroso es de corta duracion (37).

No obstante que los antagonistas NMDA mostraron mayor eficacia en las ratas
con dolor cronico cuando se administraron individualmente, al asociarlos en dosis bajas
los resultados en ambos tipos de animales fueron similares. En efecto, el analisis
1sobolografico indicé que la asociacion ketamina/(+) CPP fue supra-aditiva tanto en las
ratas normales como en los animales monoartriticos. Esto significa que la combinacion
de dos farmacos que actian en sitios distintos del receptor NMDA, en ratas con y sin
dolor cronico, produce una accién mayor que la esperada por una simple adicion de
efectos, lo que constituye un hallazgo relevante que podria repercutir en futuras
aplicaciones de orden clinico. En efecto, la caracteristica de supra-aditividad que

muestran ketamina y (+) CPP en dolor cronico experimental, extrapolada al humano y
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extrapolada a la administracion sistémica, podria significar una reduccion considerable
de las dosis de cada farmaco necesarias para inducir anaigesia, lo que disminuiria ios
efectos colaterales psicodislépticos a niveles quizas tolerables. Ciertamente, se requiere
de investigacion clinica significativa para comprobar esta hipotesis, asi como estudiar en
detalle las diversas asociaciones de fArmacos que moduian ios receptores NMDA con el

objeto de optimizar la analgesia y disminuir las reacciones adversas.
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VII. CONCLUSIONES

. El test de capsaicina intraplantar presenta elevada sensibilidad a ketamina y (+) CPP

en las ratas normales (EDsy = 4.374 y 11.051 ug, respectivamente). Esta observacion
indica que los nociceptores que poseen receptores vaniloides VR-1 utilizan glutamato

cOmo neurotransmisor principal.

. Las ratas monoartriticas muestran una sensibilidad incrementada a ketamina vy

(£) CPP en relacion a las ratas normales (EDsy = 0.926 y 0.731 ug, respectivamente),
lo que sugiere que en monoartritis experimental se privilegia la nocicepcion mediada

por receptores NMDA en las fibras C.

. La asociacion ketamina/(+)CPP muestra efectos antinociceptivos supra-aditivos en el

test de capsaicina tanto en ratas normales (EDsp = 0.040 ug) como monoartriticas
(EDso = 0.011 ug), lo que sugiere que la combinacion de antagonistas competitivos
del sitio de glutamato con bloqueadores del canal del receptor NMDA puede
representar una estrategia terapéutica valida para enfrentar en ia clinica episodios de

dolor ténico de origen quimico/inflamatorio
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VIII. SUGERENCIAS

De este estudio se desprenden las siguientes lineas de proyeccion:

- Estudiar otros farmacos que modulen los otros sitios del receptor NMDA, para
investigar si también se puede obtener efecto antinociceptivo mediante antagonistas de
€s0s Sitios.

- Realizar un estudio isobolografico de estos nuevos farmacos con los ya
estudiados para evaluar si el efecto de su asociacion es aditivo o supra-aditivo, con el
objeto de poder reducir las dosis y de esa manera evitar los efectos colaterales no
deseados.

- También es necesario realizar estudios electrofisioidgicos ¢
inmunohistoquimicos con estos mismos farmacos, para comprender mejor las bases

celulares y moleculares de sus mecanismos de accion.



RESUMEN

El receptor NMDA puede ser funcionalmente modulado por ligandos que actian en
diversos sitios del receptor. En el presente estudio se investigd si la asociacion de
ketamina (bloqueador no competitivo del receptor) con () CPP (bloqueador competitivo
del sitio de glutamato) administrados por via intratecai produce sinergia en ratas
normales y monoartriticas frente a nocicepcion quimica. Se utilizaron ratas Sprague-
Dawley macho adultas a las que se les indujo monoartritis mediante la administracion
intra-articular de adyuvante de Freund completo, y la nocicepcion quimica fue evaluada
mediante el test de administracion intraplantar de capsaicina (1.5 pg/25 pL). Como
controles se utilizaron ratas normales. Los resultados mostraron que tanto en las ratas
normales como monoartriticas ios farmacos indujeron un efecto antinociceptivo dosis-
dependiente: ketamina (DEso = 4.37 ug/rata normal; DEsy = 0.93 pg/rata monoartritica),
(£)CPP (DEsp = 11.05 pg/rata normal; DEsp = 0.73 pg/rata monoartritica). igualmente,
la asociacion ketamina/(+)CPP mostr6 un efecto supra-aditivo tanto en las ratas
normales como monoartriticas (DEso = 0.04 pg/rata normal; DEs; = 0.01 pg/rata
monoartritica). Se concluye que la asociacion estudiada es supra-aditiva en dolor de tipo
quimico, lo que podria deberse a que el receptor vaniloide VR-1 esta presente
esencialmente en nociceptores tipo C, fundamentales en este tipo de dolor.

Trabajo de investigacion financiado por Proyecto FONDECYT 1040873.
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